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Verfahren zur Beseitigung von Hamoglobin- Storungen bei der 
Bestimmung von Albumin 

Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestim- 
raung von Albumin in einer freies Hamoglobin enthaltenden Probe 
durch optische Messung. 
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BekanntermaSen wird die nichtimmunologische Bestimmung von 
Albumin in Serum und Plasma (z.B. mittels Bromcresolgrun-Me- 
thode) durch Hamoglobin (Hb) und Hamoglobin- analoge Verbin- 
dungen derart gestort, daS bei Anwesenheit dieser Storsubstan- 
is zen falsch erhohte Albuminwerte erhalten werden. Die Ursache 
hierfur liegt in einer Reaktion von Hamoglobin mit dem Farb- 
stoff, wodurch Hb quantitativ als Albumin erfafct wird (Doumas 
et al, Clin. Chim. Acta 31, 87-96 (1971)). 

20 Im Patent EP 0 268 025 Bl wird darauf verwiesen, daS die Hb- 
Storung des Albumin-Tests nicht durch eine konventionelle 2- 
Punkt-Messung beseitigt werden kann. Es wird jedoch vorge- 
schlagen, aus dem Zusammenhang zwischen Hamolysegrad und MeS- 
fehler einen Korrekturf aktor zu ermitteln und mit dessen Hilfe 

2s (im AnschluS an eine separate Bestimmung des Hamolysegrades) 
das fur eine bestimmte Probe erhaltene fehlerhafte Albumin- 
ergebnis rechnerisch zu korrigieren. 

Jay und Provasek (Clin. Chem. 39/9, 1804-1810 (1993)) be- 
schrieben, daS in ihrem Labor bei jeder erkennbar hamolyti- 
schen Probe der Hb-Gehalt dieser Probe separat bestimmt und 
viber ein Computerprogramm das (verf alschte) Ergebnis der Ana- 
lytbestimmung rechnerisch korrigiert wird. Die Hone dieser 
Korrektur wird anschlieSend auf dem Analysenbefund angegeben. 
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Eine weitere Moglichkeit zur Korrektur der Hb-Storung fur 
Albumin beschreibt die Of f enlegungsschrif t DE 4427492 Al . Hier 



W ° 97/45728 W PCT/EP97/02862 

- 2 - 

entfallt eine. separate Bestimmung des Hamolysegrades , da die- 
ser aus einer der eigentlichen Hauptreaktion vorgeschalteten 
Vorreaktion abgeleitet werden kann. Nach dem sogenannten 
Rate plU9 -Verfahren wird das in der Hauptreaktion erhaltene Mefi- 
s ergebnis unter Ausnutzung eines gefundenen Zusammenhanges 
zwischen Hamolysegrad und Storbeitrag rechnerisch korrigiert. 

In den bisher beschriebenen Methoden zur Beseitigung der Hb- 
Storung bei Albumin -Bestimmungen ist generell eine rechne- 

io rische Korrektur des Analysenergebnisses urn einen dem Hb-Ge- 
halt entsprechenden Betrag erf orderlich . Dabei wird der Hb- 
Gehalt bzw. Hamolysegrad entweder durch separate Messung (z.B. 
durch Multiwellenlangenanalyse oder eine unabhangige Methode) 
ermittelt oder durch eine Vorreaktion abgeleitet, wobei immer 

is ein 2-Reagenzien-Test erf orderlich ist. 

Die Bestimmung von Albumin erfolgt derzeit jedoch haufig als 
1-Punkt- Messung mittels eines Monoreagenzes , wobei die Farb- 
reaktion durch Vermischen von Probe und Reagenz gestartet wird 

20 (z.B. Albumin- Reagenz der Fa. Boehringer Mannheim GmbH). Der 
Vorteil einer solchen Bestimmung ist neben der einfachen Hand- 
habung auch em niedriger Preis. Aufwendig ist jedoch die 
Beseitigung der Hb-Storung: Entweder Monoreagenz und separate 
Ermittlung des Hb-Gehaltes oder ein 2-Reagenzien-Test und 

as Vermeidung einer separaten Ermittlung des Hb-Gehaltes. In 
jedem Fall muS das erhaltene Analysenergebnis anschliefiend 
rechnerisch korrigiert werden. 

Daruber hinaus wird bei der Bestimmung von Hamoglobin enthal- 
30 tenden Serum- oder Plasmaproben die Hauptreaktion (Albumin mit 
dem Testreagenz) durch eine Storreaktion (Hamoglobin mit dem 
Testreagenz) und einer im Zusammenhang mit der Storreaktion 
verbundenen Abnahme des Absorptionssignals von Hamoglobin 
selbst uberlagert. Zusatzlich unterscheiden sich die Absorp- 
3s tionsspektren sowohl der Hauptreaktion als auch der Storreak- 
tion in der Abhangigkeit von den jeweils verwendeten Albumin- 
testreagenzien. 
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* ^on dafc der Einf luS der Storreaktion 

° bemsc ^; rd ;:C^» ***** - ™ «« 

auch von der Reaktionszeit . 

',. n(ler Hamoglobinstorung bei der Bestimmung von 
Die B-.^^ da es sich hie rbex nicht urn 
Al bumxn xst dam xt se P handelt( das aber eine ein- 

ein Storsxgnal xm ublxchen e infache Messung 

£ache ^,*«-::; itlieht reagiert 

„ des Probenleerver.s t-»«^ verges, poiy^erisiertes 
Oder remnant hergeste kombiMtionen gesucht 

„ lichen Hauptreaktion unterscheidbar i«. 

, diese Au£ga be dure* Veranderung der .Combination 
Gelost wurde di.« Autg Neb en^welle„lan 9 e, 
von MeSwelleniangen d h. Haupt hende „ eise ^de 

b n einer " — :: —^n TOn ^ 15 ,e» 

J ° 9 n „'d! l -e.es Harbin in der Probe nervorgerufener 

sich em aurcn l - ^ ^ , . , AKK 4 5, 

„ Uegen, ■»*«•"* uihrend di3 HeKsignal einer hi-glotan- 
Probe zextabhangxg, wanrenu 
freien Probe i. wesentlichen Konstant bleibt. 

„■ ser »ird jedoch nicht beobachtet bei der ublicher- 

" ti-» von Alburn verwendeten WeUenlangen^- 

- zzz r h . e -- r -; 1 Se ;r 1: ~ 

Ha m oglobin-freien Probe (vgl . Abb. 2, 6 u„d 9). 
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, a a.t vorlieqenden Erfindung ist somit em Ver- 
Ein Gegenstand der vorlxegena H amoglobin 
fahren zur Bestimmung von Albumxn xn exner 
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enthaltenden Probe durch optische Messung bei 
Wellenlangen, dadurch gekennzeichnet , daS 
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mindestens zwei 



t.) b=i einer mtm Mee „ ellenlin9e ein 2ur Best 

> reichend hones KeKsignal fit Albumin vorliegt, 

<W bei einer z „eiten M e 8 wellenlange (i) ke . n 

Albums cder eine im Verglelch zum ^ 9 £ 

- :::u;r;; d euenun9e — - 

<e> bei der ersten und bei der zweiten MeSwellenlinge ein 
vergleichbar hohes storsigna! vorliegt. das ^ £ 
Reaction von myoglobin mit den, zur Bestimmung von A!bu- 

r c ~:ir rea9enz - - - 

Fur das erfindungsgemaGe Verfahren wird eine MeSwellenUngen- 
^nation verwendet. „obei bei einer ersten MeGwellenUnge 

vorl le gt Dabei ist ar.zumerken, da K die erste MeBwellenlinge 
nieht mitAbsorpt maximum der verwendeten Testreagenzien 
Uegen rauS , sondern vorzugsweise sogar auGerhalb des 227- 
tion Sm axi«ms lle gc. Bei der zweiten MeGwellenUnge lintel 

9nal b el der ersten KeEwellenlange ist. Vorzugsweise 1st das 
MeSsignal bei der ersten MeSwallenli™. ■ 

. cn me,s " e llenlange mindestens 20 mE und 

zzzsr* mindfstens 50 - h6her ais - 
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Weiterhin sol! bei der ersten und bei der zweiten M e 6 „ellen- 

sich zeitabhangig andert. Vorzugsweise wird daher bei einer 
Einpunfctmessung der MeGpunKt so gewahlt, da E das durch «. 
» Reateion von Hemoglobin mit dem Testreagenz verursachte Star- 
signal bei der ersten und bei der zweiten MeSwellenlinge 
gleich Oder annahernd gleich groS ist. 
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Bei einer Mehrpunktmessung, z.B. einer Zweipunktmessung (2- 
Reagenzientest mit Messung des Probenleerwerts und des Analyt- 
werts) werden die MeSpunkte vorzugsweise so gewahlt, daS unter 

Berucksichtigung aes ver.aunnangsLaw.oi.=. ^ r ^->.->— . 

s mina der Einzelreagenzien das Storsignal bei den MeSzeitpunk- 
ten, z.B. beim ersten und beim zweiten MeSzeitpunkt , gleich 
Oder annahernd gleich groS 1st. Die Mehrpunktmessung wird 
vorzugsweise als Endpunktmessung durchgef uhrt , obwohl 
kinetische Messungen auch moglich sind. 
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Die Bestimmung des Albumingehalts nach dem erf indungsgemaSen 
Verfahren erfolgt durch optische Messung uber eine Farbstoff- 
reaktion. Vorzugsweise erfolgt die Bestimmung des Albuminge- 
halts nach der Bromcresolgriin- oder Bromcresolpurpur-Methode . 

15 

Durch Untersuchungen konnten bisher fur die Bestimmung von 
Albumin mit der Bromcresolgrun-Methode und einem Succinatpuf- 
fer drei bevorzugte Kombinationen von MeSwellenlangen ermit- 
telt werden. Bei einer ersten bevorzugten Ausf uhrungsf orm 

20 fiihrt man die Bestimmung bei einer ersten MeSwellenlange von 
560 bis 600 nm, insbesondere von 560 bis 580 nm, besonders 
bevorzugt von 570 ± 5 nm und am meisten bevorzugt von ca. 570 
nm und bei einer zweiten MeSwellenlange von 540 bis 552 nm, 
besonders bevorzugt von 546 ± 5 nm und am meisten bevorzugt 

25 von ca. 546 nm durch. 

in einer zweiten bevorzugten Ausf uhrungsf orm der vorliegenden 
Erfindung wird eine erste MeSwellenlange von 640 bis 680 nm, 
besonders bevorzugt von 660 ± 5 nm und am meisten bevorzugt 
30 von ca. 660 nm und eine zweite MeSwellenlange von 470 bis 
490 nm, besonders bevorzugt von 4 B0 ± 5 nm und am meisten 
bevorzugt von ca. 4 80 nm verwendet . 

In einer dritten bevorzugten Ausf uhrungsf orm der vorliegenden 
3s Erfindung wird eine erste MeSwellenlange von 620 bis 640 nm, 
besonders bevorzugt von 630 ± 5 nm und am meisten bevorzugt 
von 63 0 nm und eine zweite MeSwellenlange von 590 bis 610 nm, 
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besonders bevorzugt .on 600 t 5 nm und a m listen bevorzugt 
von ca. 600 nm verwendet. 

Fur die Bestimmung von Albumin mit der Bromcresolgrun-Methode 
• -d einem Citrat-Puf fer wird bevorzugt eine erste MeSwellen- 
lange von 560 bis 580 nm,. besonders bevorzugt von 570 + 5 nm 
und am meisten bevorzugt von ca. 570 nm und eine zweite Mefi- 
wellenlange von 490 bis 520 nm, besonders bevorzugt von 505 + 
5 nm und am meisten bevorzugt von ca. 505 nm verwendet 

0 

Bei der Verwendung anderer Testreagenzien oder/und anderer 
Puffersubstanzen kann der Fachmann durch einfache Versuche 
z.B. die Analysen von Diodenarray-Spektren und zeitabhangige 
Absorptxonsmessungen, weitere geeignete Wellenlangenkombina- 

tionen identif izieren . 

Mit Hilfe dieser Wellenlangenkombinationen wird uberraschen 
derweise bei Messung einer Hamoglobin enthaltenden Probe ein 
zumxndest weitgehend unverf alschter Wert fur die Albuminkon- 
zentration in der Probe erhalten, der anschlieSend nicht mehr 
rechnensch korrigiert werden mufi. Durch das erf indungsgemafce 
Verfahren kann eine Wiederf indung von Albumin im Bereich- von 
100 ± 10% und vorzugsweise von 100 ± 5% erreicht werden ins- 
besondere bei Albuminwerten im unteren medizinischen Entschei- 
dungsbereich von ca. 3,5 g/dl. 

Die optimale Reaktionszeit fur das erf indungsgemaSe Verfahren 
kann durch einfache Vorversuche aus einem Absorptions/Zeit- 
Dxagramm, in dem der Reaktionsverlauf dargestellt ist abge- 
lextet werden und liegt im allgemeinen im Bereich von 0 2 - 
10 min. Fur die Bestimmung von Albumin mit der Bromcresolgnin- 
Methode in einem Succinat-Puf f er wurde bei einer Probe die 
Hamoglobin aus Hamolyse enthalt, f estgestellt , da* bei Messung 
bei der Wellenlangenkomination (a) das Mefisignal innerhalb 
einer Reaktionszeit von 1 - 10 min im wesentlichen konstant 
bleibt, so dafi die Messung zu beliebigen Zeitpunkten innerhalb 
dieses Bereichs oder gegebenenfalls auch danach erf olgen kann 
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Bei einer Probe, die als Blutersatzmittel ein vernetztes Hemo- 
globin z.B. Diaspirin-crosslinked (DCL) Hamoglobin enthalt, 
fuhrt man erne Einpunktmessung mit einem Monoreagenz bei der 
Wellenlangenkombxnation (a) vorzugsweise nach einer Reaktxons- 

s zeit von 3 - 10 min, besonders bevorzugt von 5 - 7 mm und am 
meieten bevorzugt von ca. 6 min durch. Bei der Wellenlangen- 
kombination (b) fuhrt man hingegen die Mesaung vorzugsweise 
nach einer Reaktionszeit von 1 - 4 min, besonders bevorzugt 
von 2 - 3 min und am meisten bevorzugt von ca. 2,5 min nach 

io dem Reaktionsstart durch. 

Bei einer Probe, die als Blutersatzmittel rekombinant herge- 
stelltes Hamoglobin enthalt, wird eine Einpunktmessung nut 
einem Monoreagenz bei der Wellenlangenkombination (a) vorzugs- 
„ weise nach einer Reaktionszeit von 1 - 3 min, besonders bevor- 
zugt nach 1 - 2 min und am meisten bevorzugt nach ca. 1,5 mxn 
durchgefuhrt. Bei der Wellenlangenkombination (b) erfolgt eine 
Einpunktmessung vorzugsweise nach einer Reaktionszeit von 1 - 
4 min. 

20 Fur die Bestimmung von Albumin mit der Bromcresolgrun-Methode 
in einem Citrat - Puf f er wird bei einer Probe, die DCL-Hamoglo- 
bin enthalt, die Analytwert-Messung bei einem Monoreagenz 
vorzugsweise nach 20 bis 90 sec und besonders bevorzugt nach 

25 30 bis 60 sec und bei einem 2-Reagenzientest vorzugsweise nach 
0,2 bis 5 min nach Zugabe von Reagenz 2 (Startreagenz) durch- 
ge fuhrt . 

Auch fur die Bestimmung von Albumin mit der Bromcresolpurpur- 
3o Methode konnten zwei bevorzugte Kombinationen von MeSwellen- 
langen ermittelt werden, bei der eine Storung durch f rexes 
Hamoglobin in der Probe weitgehend beseitigt werden kann. Bex 
einer ersten bevorzugten Ausf uhrungsf orm fuhrt man die Bestim- 
mung bei einer ersten MeBwellenlange von 560 bis 580 nm, be- 
3S senders bevorzugt von 570 ± 5 nm und am meisten bevorzugt von 
ca. 570 nm und bei einer zweiten MeSwellenlange von 490 bxs 
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520 nm, besonders bevorzugt 505 ± 5 nm und am meisten bevor- 
• zugt von ca. 505 nm durch. 

Bei. einer zweiten bevorzugten Ausf uhrungsform der vorliegenden 
s Erfindung wird eine erste MeSwellenlange von 560 bis 580 nm 
besonders bevorzugt von 570 ± 5 nm und am meisten bevorzugt 
von ca. 570 nm und eine zweite Mefiwellenlange von 540 bis 
552 nm, besonders bevorzugt von 546 ± 5 nm und am meisten be- 
vorzugt von ca. 54 6 nm verwendet. 
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Bex einer Probe, die als Blutersatzmittel ein vernetztes Hamo- 
globin, z.B. DCL-Hamoglobin erithalt, wird die Analytwert-Mes- 
sung bei einem 2 -Reagenzientest vorzugsweise 0,2 bis 8 min 
besonders bevorzugt ca. 5 min nach Zugabe von Reagenz 2 

» (Startreagenz) durchgef iihrt . Die Probenleerwert-Messung wird 
bex der ersten Wellenlangenkombination (570/546 nm) vorzugs- 
wexse 1 bis 4 min, besonders bevorzugt ca. 2,5 min nach Zugabe 
von Reagenz 1 zur Probe durchgefuhrt . Bei der zweiten Wellen- 
langenkombination erfolgt die Probenleerwertmessung vorzugs- 

20 wexse 0,2 bis 4 min, besonders bevorzugt 0,2 bis 1 min und am 
mexsten bevorzugt ca . 0,5 min nach Zugabe von Reagenz 1 zur 
Probe . 

Entscheidend fur das erf indungsgemaSe Verfahren ist jedoch die 
2s neuartige Kombination von Haupt- und Mefiwellenlange. Die Mes- 
sung bei unterschiedlichen optimalen MeSzeitDunkten fur ver- 
schxedene Hb-Arten kann jedoch zu einer weiteren Verringerung 
des MeSfehlers verwendet werden. 

30 Auf diese Weise ist es erstmals moglich, ohne zusatzliche 
Ermxttlung des Hamoglobingehaltes oder Hamolysegrads und ohne 
anschliefiende rechnerische Korrektur eines durch Hamoglobir 
verfalschten Analysenergebnisses den korrekten Albumingehalt 
in nur einem Mefischritt, d.h. als 1-Punkt-Messung zu bestim- 

3s men. Bin weiterer entscheidender Vorteil ist ea.-dafi die Be- 
stimmung korrekter Albuminwerte auch mit einem Monoreagenz 
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moglich ist. Dies ist nut erheblichen Handhabungs- und Preis- 
vorteilen verbunden. 

Ein 2-Reagenzientest kann weiterhm verwendet werden, ist 
5 jedoch nicht mehr zwingend erf orderlich. Aber auch fur einen 
2-Reagenzientest ergibt sich durch die vorliegende Erfindung 
der Vorteil, dafi die Ermittlung des Hamolysegrades mit an- 
schlieSender rechnerischer Korrektur der durch Hamoglobin 
verfalschten Mefcwerte fur Albumin vermieden werden kann. 

10 

Als Hamoglobin-enthaltende Proben werden iiblicherweise Serum- 
oder Plasmaproben verwendet. Dabei ist anzumerken, dafc die 
Bezeichnung "freies Hamoglobin" im Sinne der vorliegenden 
Erfindung sich sowohl auf hamolytische Proben als auch auf 
is Proben bezieht , denen eine Hamoglobin- analoge Verbindung als 
Blutersatzmittel, z.B. ein modif iziertes , polymerisiertes 
oder/und quervernecztes Derivat von Human- oder Rinderhamoglo- 
bin, z.B. Diaspirin-crosslinked (DCL) -Hamoglobin, oder auch 
ein rekombinanc hergestelltes Hamoglobin zugesetzt worden ist. 
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Bevorzugt ist es auGerdem, dafi das erf indungsgemaSe Verfahren 
an einem Analyseautomaten durchgefuhrt wird. Ein Beispiel fur 
einen geeigneten Analyseautomaten ist das Boehringer Mann- 
heim/Hitachi 717-Gerat. 

Weiterhin soli die vorliegende Erfindung durch Abbildungen und 
Beispiele erlautert werden. 

Es zeigen: 

Abb. 1 den zeitabhangigen Verlauf des MeSsignals bei der 
Bestimmung von Albumin mit einem Monoreagenz bei 
einer MeSwellenlangenkombination 546/570 nm (Succi- 
natpuffer) in Anwesenheit von vernetztem Hamoglobin 
(DCL-Hb) gemaft vorliegender Erfindung, 



Abb. 



Abb, 



10 
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den zeitabhangigen Verlauf des MeSsignals bei der 
Bestimmung von Albumin mit einem Monoreagenz bei 
einer MeSwellenlangenkombination 700/600 nm (Succi- 
natpuffer) in Anwesenheit von vernetztem Hamoglobin 
(DCL-Hb) gemaS dem Stand der Technik, 

den zeitabhangigen Verlauf des MeSsignals bei der 
Bestimmung von Albumin mit einem Monoreagenz bei 
einer MeSwellenlangenkombination 546/570 nm (Succi- 
natpuffer) in Anwesenheit von rekombinant herge- 
stelltem Hamoglobin gemaS vorliegender Erfindung und 

Abb. 4 den zeitabhangigen Verlauf des MeSsignals bei der 
Bestimmung von Albumin mit einem Monoreagenz bei 
einer MeSwellenlangenkombination 546/570 nm (Succi- 
natpuffer) in Anwesenheit von Hamoglobin aus Hamo- 
lyse gemaS vorliegender Erfindung, 

Abb. 5 den zeitabhangigen Verlauf des MeSsignals bei der 
20 Bestimmung von Albumin mit einem Monoreagenz bei 

einer MeSwellenlangenkomination 480/660 nm (Succi- 
natpuffer) in Anwesenheit von DCL- Hamoglobin gemaS 
vorliegender Erfindung, 

2s Abb. 6 den zeitabhangigen Verlauf des Mefisignals bei der 
Bestimmung von Albumin mit einem Monoreagenz bei 
einer Mefiwellenlangenkombination 700/600 nm (Citrat- 
puffer) in Anwesenheit von DCL -Hamoglobin gemaS dem 
Stand der Technik, 



is 



30 



Abb. 



den zeitabhangigen Verlauf des MeSsignals bei der 
Bestimmung von Albumin mit einem Monoreagenz bei 
einer Mefiwellenlangenkombination 505/570 nm (Citrat- 
puffer) in Anwesenheit von DCL ^Hamoglobin gemaS vor- 
35 liegender Erfindung, 



Abb. 8 



Abb. 9 
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de n ze^abhangigen Verlauf des MeSsignals be, der 

Lu™ von Mta »in .i- z ""; e ;; 5 ; n ; l n ; n e c r 

bei einer KeSwenenl&ngenko.brnatxon 505/510 » (Ci- 
tr atpu£Jer) in Anuesenheit von DCL-hamog.obin ge^ 
vorliegender Erfindung, 

den zeitabhangigen Verlauf dee MeSsignais bei der 
BesCim »ng von Albu-in nach der Bro^cresolpurpur- 
M e hode .it eine* Zu eireagenzientest bex e.ner Me*- 
„e UenUngenkonfcination 700/600 » in Anwesenheit 

weu , -„ et- a nd der Technik, 

von DCL-Hamoglobin gemaS dem Stand aer 

den zeitabhangigen Verlauf des MeSsignals bei der 
strung von Albumin nac* der Br-r..*^ 
Me tbode .t e^ T i n; .ie r 
wellenlangenkotrtoination 505/570 nm 
L D CL-Ha.oglobin ge^S vorliegender Erfmdung, 

den ze.tabhangigen Verlauf des MeSsignals bei der 
B tim .un 9 von A !bu„in nach der B-cre.olpurpur- 
M ethode .it eine. -ireagenz^est be^ 

wellenlangenkombinatxon 546/570 nm in 
von DCL-Ha.oglobin gema* vorliegender Erfxndung, 

ein oiodenarray-Spektru. fur die Besting von Al- 
Lin ndt eine. Monoreagenz (Succinatpuf f er) und 

ein Diodenarray-Spektru. fur die Bestimmung von Al- 
bumin nut einem Monoreagenz (Citratpuf f er) - 



Abb. 10 



Abb. 11 
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Abb. 13 
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Rpi s piel 1 



Es „urde eine Bestir von W bu.,n .it eine. M onoreagen, 
nach der Bro.cresolgrun- H etnode .Dou. ; . . , £ ■ ^ 
,1 (1971), 87-96) in eanem Succinatpurr 



35 Acta 31 (197D , 

Als Reagenz wurde verwendet 
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Succinatpuffer 75 mmol/1, pH 4 2 • n i * 

PH 4,2, 0,15 mmol/1 Bromcresolgrun 



Die Testdurchfuhrung war wie folgt 



s 2u 3 fil Probe wurden 350 ul B Mno „, 

verlauf des ji^jr^r. dann der 

480/660 nm (Erfindung). 6/570 nm bz "- 

Per zeitabhingige Verlauf dea MeSsignals fur Proh„„ >. 

9 io bin , „ it 1000 mg/dl H , mogloMn i A ^ ZTZl ^ T 

" bin a n Form von ver„ et2tera „ amoglobin (DCL _" ™ 9 ^ t H ,T 910 - 
WellenlangenkombinaUon 546/570 1 in J~ i 

Es ist zu erkennen, daJ3 bei" der WelipnT 
20 546/q7n „™ Wellenlan 9enkombination 
546/570 nm mit zunehmender Reaktionsdauer eine Abn.v, * 

«e, sl9 „ al dem s 19nal einer Hb . £reien probe ^ ** 

«. 5-7 nun. Abb. 2 ze lgC . daE bei Verwendung der MeE „ eU " t 
Ungenkombination 700/600 nm sowohl die SiaZ I MS *" eUen - 
binfreien Probe als a,„-h „■ *• Signale der hamoglo- 

den Pr„h 3naU der "^Slobin enthalten- 

den Proben xm wesentlichen konscant bleiben. 

" ^ItTin"^ ^ ~ -eder £1 ndung des Mbuminge- 
zei« B ° ' Jnterschiedl i=->^ Hamo gl obingeha lt * 

zeigt. Be. der KeKweXlenlancjenkombination 700/600 nm -« 
^and d Te (Messung Reaktion -/ ™ - 

« zunenmendem Hamo gl obingehaU eine starke M e S „er C ver 

langenkombxnationen 546/570 nm (Hessung nach einer Reak! 
-er von 340 und 4eo/ 6 6 „ nm (Messu „ 9 g ^ ™ 



PCT7EP97/02862 
WO 97/45728 

- 13 - 

dauer von 140 s, wurde hingegen eine vom Hamogiobingehait der 
Probe unabhangige «ieder£indung von 100 t 2 % erreicnt. 

tob 3 zeigt den zeitabhangigen Verlauf des MeSsignals Mr 
, Proben ohne Hb sowie mit 1000 bzw. 2000 .g/d! recombinant 
s proben oiu welle nlangenkombination 
hergestelltem Hemoglobin £ur die Welle g 
546/570 nm. Die bevorzugte Reaktionsdauer ist «. 1-2 mm. 

tob 4 zeigt den zeitabhangigen verlauf des HeEsignals «r 
M Proben ohne Hb sowie mit 1000 mg/d! Hamogiobin aus Hamoiyse. 

^ 5 Z eigt den zeitabhangigen Verlauf des Mefialgnals fur 
Proben onne Hb sowie nit 1000 mg/dl bzw. 2000 mg/dl Hb be! der 
Ingsgem^en MeSweHenkombination 430/660 n^ Die bevor- 
.. zugte Reaktionsdauer. bei der das ^signal der "^"f^" 
gen Probe dem Signa! einer Hb-freien Probe entspnoht ist ca. 

1-3 min. 

Bei Proben, di. Hamoglobin aus Hamolyse oder recombinant her- 
20 'estelltes Hamoglobin enthalten, konnte unter Verwendung der 
er f indungsgemaSen Wellenlangenkombination ,80/660 nm ebenfalls 
eine gute Entstorung erreicnt werden. 

Rpj spiel 2 

^ «-nP Bestimmung von Albumin mit einem Monoreagenz 
Es wurde eine Bestimmung r ^ r ^ n uffer 
nach der Bromcresolgrun-Methode in einem Cxtratpuffer 
l95 PH 4.1; 0,U nunol/1 Bromcresolgrun; Detergenz) 

durchgefiihrt . 

" Die Testdurchfuhrung war wie in Beispie! 1 besohrieben. Die 
Bestimmung erfolgte unter Verwendung von 

binationen 700/600 ». (Stand der Technik, und 505/570 nm ,Er 
findung) sowie eine. MeEzeitpunkt von eo . IStand der Technik, 
n 60 .. bevorzugt 50 . naoh Reaktionsstart .Erfindung, . 
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Der zextabhangxge Verlauf des MeSsignals fur Proben ohne Hamo- 
globxn, mit 1000 mg/dl Hamoglobin und mit 2000 mg/dl Hamoglo- 
bxn xn Form von DCL- .Myoglobin ist fur die Wellenlangenkom- 
bxaatxon 700/600 nm in Abbildung 6 und fur die Wellenlangen-' 
s kombxnation 505/570 nm in Abbildung 7 dargestellt. 

Es ist zu erkennen, dafi bei der erf indungsgemaSen Wellenlan- 
genkombination 505/570 nm mit zunehmender Reaktionsdauer eine 
Abnahme des MeSsignals bei den hamoglobinhaltxgen Proben ge - 
» funden wird, wahrend das MeSsignal fur die Probe ohne Hamoglo- 
bxn xm wesentlichen konstant bleibt . Bevorzugte Reaktionsdau- 
er, bex der das MelSsignal dem Signal einer Hb-freien Probe 
entspricht, ist. ca. 20 - 90 s. 

» In Tabelle 2 ist die prozentuale Wiederf indung des Albuminge- 
halts xn Proben mit unterschiedlichem Hamoglobingehalt ge - 
zexgt. Bei der erf indungsgemaSen MeSwellenlangenkombination 
505/570 nm (Messung, nach einer Reaktionsdauer von 60 s) wurde 
eme vom Hamoglobingehalt der Probe unabhangige Wiederf indung 

2 o von 100 ± 5 % erreicht, wahrend bei der MeSwellenkombination 
700/600 nm des Standes der Technik bei zunehmendem Hamoglobin- 
gehalt exne starke Me&wertverfalschung featgestellt wurde. 

Bei Proben, die Hamoglogin aus Hamolyse oder rekombinant her- 
« gestelltes Hamoglobin enthalten, konnte unter Verwendung der 
erfxndungsgemafien Wellenlangenkombination ebenfalls eine gute 
Entstorung erreicht werden. 



Beispif»1 t 



30 



Es wurde eine Bestimmung von Albumin nach der Bromcresolgrur- 
Methode in einem Citratpuffer , mit einem 2-Reagenzientest 
durchgef uhrt . Als Reagenzien wurden verwendet: 

3s Reagenz 1: Citratpuffer 95 mmol/1, pH 4,1; Detergenz 

Reagenz 2: Citratpuffer 95 mmol/1, pH 4 , 1; 

0,66 mmol/1 Bromcresolgrun; Detergenz 
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Die Testdurchf iihrung war wie f olgt : 

Zu 3 /il Probe wurden 250 fil Reagenz 1 gegeben und ca. 4,5 min 
danach der Probenleerwert E, gemessen. Anschiiejsend wurden 50 
s ixl Reagenz 2 zugegeben und 0,5 min danach der AnalytmeSwert E 2 
gemessen. AuEerdem wurde wahrend der gesamten Zeit der zeit- 
abhangige Verlauf des Mefisignals bestimmt. Die Bestimmung 
erfolgte an einem Boehringer Mannheim/Hitachi 717-Analysenge- 
rat unter Verwendung der MeSwellenlangenkombination 505/570 nm 
io (Erfindung) . Als Vergleich diente das in Beispiel 2 erwahnte 
Monoreagenz unter Verwendung der Mefiwellenlangenkombination 
700/600 nm (Stand der Technik) . 

Der zeitabhangige Verlauf des Mefcsignals fur Proben ohne Hamo- 
15 globin, mit 1000 mg/dl Hamoglobin und tnit 2000 mg/dl Hamoglo- 
bin in Form von DCL- Hamoglobin ist fur die erf indungsgemaSe 
Wellenlangenkombination von 505/570 nm in Abb. 8 dargestellt. 

Es ist zu erkennen, daft bei einer Wellenlangenkombination von 
20 505/570 nm eine Abnahme des MeSsignals bei den hamoglobinhal- 
tigen Proben gefunden wird. Die bevorzugten MeSzeitpunkte 
werden so gewahlt:, daS unter Berucksichtigung des Verdunnungs- 
faktors aus den Pipettiervolumina das durch Hamoglobin verur- 
sachte Storsignal an beiden MeSpunkten gleich hoch ist. Vor- 
25 zugsweise wird daher E : (Probenleerwert) ca. 4,5 min nach 
Zugabe von Reagenz 1 zur Probe und E 2 (Analytwert) ca. 0,5 min 
nach Zugabe von Reagenz 2 gemessen. 

In Tabelle 3 ist die prozentuale Wiederf indung des Albuminge- 
30 halts in Proben mit unterschiedlichem Hamoglobingehalt ge- 
zeigt. Bei der erf indungsgemaSen Mefiwellenlangenkombinat ion 
505/570 nm wurde eine vom Hamoglobingehalt der Probe unabhan- 
gige Wiederf indung von 10 0 ± 2 % erreicht, wahrend bei der 
MeSwellenkombination 700/600 gemaft dem Stand der Technik mit 
35 zunehmendem Hamoglobingehalt eine starke Mefcwertverf alschung 
festgestellt wurde. 
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Bei Proben, die Hamoglogin aus Hamolyse oder rekombinant her- 
gestelltes Hamoglobin enthalten, konnte unter . Verwendung der 
erf indungsgemaSen Wellenlangenkombination ebenfalls eine gute 
Entstdrung erreicht werden. 

BeisiDiel 4 

Es wurde eine Bestimmung von Albumin nach der Brorncresolpur-. 
pur-Methode mit einem 2-Reagenzientest und mittels 2-Punkt- 
messung durchgef uhrt . Als Reagenzien wurden verwendet : 

Reagenz 1: Acetat-Puf f er 100 mraol/1 pH 5,3, Detergenz 

Reagenz 2: Acetat-Puf f er 100 mmol/1 pH 5,3, Detergenz;, 

52 6 /zmol/1 Bromcresolpurpur 

Die Testdurchf uhrung war wie f olgt : 

Zu 3 fil Probe wurden 250 fil Reagenz 1 gegeben und ca. 2,5 min 
danach der Probenleerwert E, gemessen. Anschliefiend wurden 
150 fxl Reagenz 2 zugegeben und ca. 5 min danach der Analyt- 
mefiwert E 2 gemessen. AuSerdem wurde wahrend der gesamten Zeit 
der zeitabhangige Verlauf des Mefcsignals bestimmt. 

Die Bestimmung erfolgte an einem Boehringer Mannheim/Hitachi 
717-Analysengerat uhter Verwendung der MeEwellenlangenkombina- 
tionen 700/600 nm (Stand der Technik) sowie 505/570 nm bzw. 
546/570 nm (Erfindung) . 

Der zeitabhangige Verlauf des MeEsignals fur Proben ohne Hamo- 
globin, mit 1000 mg/dl Hamoglobin und mit 2 0 00 mg/dl Hamoglo- 
bin in Form von DCL-Hamoglobin ist fur die Wellenlangenkom- 
bination 700/600 nm in Abbildung 9 fur die Wellenlangenkom- 
bination 505/570 nm in Abbildung 10 und fur die Wellenlangen- 
kombination 546/570 in Abbildung 11 dargestellt. 

Es ist zu erkennen, daS bei der Wellenlangenkombination 
700/600 nm der durch Hamoglobin verursachte Signalanstieg nach 
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Zugabe von Reagenz 2 hoher ist als vor Zugabe von Reagenz 2. 
Das ist ein Hinweis darauf , dai$ Hamoglobin selbst an der Reak- 
tion mit Bromcresolpurpur teilnimmt und dadurch die Albuminbe- 
stimmung gestort wird. Das MeSsignal der hamogiobinhaitigen 
s Proben wie auch der Probe ohne Hamoglobin ist jedoch vor Zu- 
gabe von Reagenz 2 wie auch nach Zugabe von Reagenz 2 nahezu 
konstant . 

Demgegenuber ist bei der erf indungsgemaSen Wellenlangenkom- 
io bination 505/570 nm mit zunehmender Reaktionsdauer eine Ab- 
nahme des MeSsignal s bei den hamogiobinhaitigen Proben zu er- 
kennen, wahrend das Signal fur die Probe ohne Hamoglobin im 
wesentlichen konstant bleibt . Zur Vermeidung von Storungen 
durch Hamoglobin sind die bevorzugten Reaktionszeitpunkte 
is deshalb so zu wahlen, daS unter Berucksichtigung des Verdiin- 
nungsfaktors das durch Hamoglobin verursachte Storsignal vor 
Zugabe von Reagenz 2 gleich oder annahernd gleich grofi ist, 
wie das durch Hamoglobin verursachte Storsignal nach Zugabe 
von Reagenz 2. Im Beispiel 4" wird deshalb E lt ca . 2,5 min 
2 o (505/570 nm) bzw. 0,5 min (546/570 nm) nach Zugabe von Reagenz 
1 zur Probe und E 2 bei beiden Wellenlangenkombinationen ca. 
5 min nach Zugabe von Reagenz 2 gemessen. 

In Tabelle 4 ist die prozentuale Wiederf indung des Albuminge- 
25 haltes in Proben mit unterschiedlichem Hamoglobingehalt ge- 
zeigt. Bei den erf indungsgemaSen MeSwellenlangenkombinationen 
505/570 nm und 545/570 nm wurde eine vom Hamoglobingehalt der 
Probe unabhangxge Wiederf indung von 100 ± 4 % erreicht, wah- 
rend bei der MeSwellenlangenkombination 700/600 nm gemaS dem 
30 Stand der Technik mit zunehmendem Hamoglobingehalt eine starke 
MeSwertverfalschung festgestellt wurde. 

Bei Proben, die Hamoglogin aus Hamolyse oder rekombinant her- 
gestelltes Hamoglobin enthalten, konnte unter Verwendung der 
35 erf indungsgemaSen Wellenlangenkombinationen ebenfalls eine 
gute Entstorung- erreicht werden. 
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Beisoiel 5 

Die Abbildungen 12 unci 13 -zeigen wellenlangenabhangige Dioden- 
array-Spektren der Bestimmung von Albumin nach der Bromcre- 
s solgrun-Methode mit einem Monoreagenz in einem Succinat- bzw. 
Citratpuf f er . Probe l'ist eine Kontrolle mit 0,9 % NaCl. Probe 
2 ist Serum + NaCl und Probe 2 ist Serum + DCL-Hamoglobin , Die 
Reaktionszeit war jeweils 90 s. 

10 Aus Abb. 12 ist ersichtlich, daS neben den in Beispiel 1 ange- 
gebenen bevorzugten Wellenlangenkombinationen 546/570 bzw. 
480/660 nm noch eine weitere Wellenlangenkombination 600/630 
nm geeignet ist . 
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Patentanspriiche 

Verfahren zur Bestimmung von Albumin in einer freies 
Hamoglobin enthaltenden Probe durch optische Messung bei 
mindestens zwei Wellenlangen, 

dadurch gekennzei.chnet, 
daS 

(a) bei einer ersten. Mefiwellenlange ein zur Bestimmung 
ausreichend hohes Mefisignal fiir Albumin vorliegt, 

(b) bei einer zweiten Mefiwellenlange (i) kein Mefisignal 
fiir Albumin oder (ii) eine im Vergleich zutn Mefisi- 
gnal bei der ersten Mefiwellenlange geringeres Mefisi- 
gnal fiir Albumin vorliegt und 

(c) bei der ersten und bei der zweiten Mefiwellenlange 
ein vergleichbar hohes Storsignal vorliegt, das 
durch eine Reaktion'von Hamoglobin mit dem zur Be- 
stimmung von Albumin verwendeten Testreagenz erzeugt 
wird und sich zeitabhangig andert. 

Verfahren nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeich.net, 
dafi die Bestimmung als Einpunktmessung durchgefuhrt wird. 

Verfahren nach Anspruch 2, 

dadurch gekennzeichnet, 
dafi der Mefizeitpunkt so gewahlt wird, dafi das durch die 
Reaktion von Hamoglobin mit dem Testreagenz verursachte 
Storsignal bei der ersten und bei der zweiten Mefiwellen- 
lange gleich oder annahernd gleich grofi ist. 



Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch 

dafi die Bestimmung als Zwei- 
gefiihrt wird. 



gekennze ichnet, 
oder Mehrpunktmessung durch- 
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5. Verfahren nach Anspruch 4, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS die MeSzeitpunkte so gewahlt werden, daS unter Be- 
rucksichtigung des Verdunnungsf aktors das durch Hamoglo- 
bin verursachte Storsignal an den MeSzeitpunkten jeweils 
gleich oder annahernd gleich groS ist. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, 
daS man die Bestimmung von Albumin mit der Bromcesolgrun- 
Methode in einem Succinat-Puf f er durchf uhrt . 

7. Verfahren nach Anspruch 6, 

dadurch gekennzeichnet, 
is daS man die Bestimmung 

(a) bei einer ersten MeSwellenlange von 560 - 580 nm und 
bei einer zweiten MeSwellenlange von 540 - 552 nm, 

(b) bei einer ersten MeSwellenlange von 640 - 680 nm und 
bei einer zweiten MeSwellenlange von 470 - 490 nm 

20 oder 

(c) bei einer ersten MeSwellenlange von 620 - 640 nm und 
bei einer zweiten MeSwellenlange von 590 - 610 nm 
durchf uhrt. 

25 8. Verfahren nach Anspruch 7, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS man die Bestimmung 

(a) bei einer ersten MeSwellenlange von 570 ± 5 nm und 
bei einer zweiten MeSwellenlange von 546 ± 5 nm, 

(b) bei einer ersten MeSwellenlange von 660 ± 5 nm und 
bei einer zweiten MeSwellenlange von 480 ± 5 nm, 

(c) bei einer ersten MeSwellenlange von 630 ± 5 nm und 
bei einer zweiten MeSwellenlange von 600 ± 5 nm 
durchf idhrt . 



30 
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9. Verfahren nach Anspruch 8, 

dadurch gekennzeichnet, 

daS man die Bestimmung 

(a) bei einer ersten i'ieowciici li Q.. ? i • - 

5 bei einer zweiten Mefiwellenlange von ca. 546 nm, 

(b) bei einer ersten Mefiwellenlange von ca. 660 nm und 
bei einer zweiten Mefiwellenlange von ca. 480 nm oder 

(c) bei einer ersten Mefiwellenlange von ca. 630 nm und 
bei einer zweiten Mefiwellenlange von ca. 600 nm 

io durchf uhrt . 

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, 

dadurch gekennzeichnet, 
dafi man die Bestimmung von Albumin mit der Bromcresol- 
grun-Methode in einem Citrat-Puf f er durchf uhrt . 



15 



20 



25 



30 



11. Verfahren nach Anspruch 10, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS man die Bestimmung bei einer ersten Mefiwellenlange 
von 560 bis 580 nm und bei einer zweiten Mefiwellenlange 
von 490 bis 520 nm durchf uhrt . 

12. Verfahren nach Anspruch 11, 

dadurch gekennzeichnet, 
dafi man die Bestimmung bei einer ersten Mefiwellenlange 
von 570 ± 5 nm und bei einer zweiten Mefiwellenlange von 
505 ± 5 nm durchf uhrt . 

13. Verfahren nach Anspruch 12, 

dadurch gekennzeichnet, 
dafi man die Bestimmung bei einer ersten Mefiwellenlange 
von ca. 570 nm und bei zweiten Mefiwellenlange von ca. 
505 nm durchf uhrt . 
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30 18, 



26 



Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5; - 

d 3 d U r C h 9 e k e n n z e i c h n e t, 

daft man die Bestimmung von Albumin mit der Bromcresolpur- 
pur-Methode durchf iihrt . 

s 

15. Verfahren nach Anspruch 14, 

dadurch -Sekennzeichnet 

daS man die Bestimmung (a) bei einer ersten MeSwellen- 
lange von 560 bis 580 nm und bei einer zweiten MeSwellen- 
lange von 490 bis 520 nm Oder (b) bei einer ersten MeS- 
wellenlange von 560- bis 580 nm und bei einer zweiten MeS- 
wellenlange von 54 0 bis 552 durchf iihrt . 

16. Verfahren nach Anspruch 15, 

d a d U r c h 3 e k e n n z e i c h n e t, 

daS man die Bestimmung (a) bei einer ersten Mefcwellen- 
lange von 570 ± 5 nm und bei einer zweiten Megwellenlange 
von 505 ± 5 nm (b) bei einer ersten Mefiwellenlange von 
570 ± 5 nm und bei einer zweiten MeSwellenlange von 546 + 
20 5 nm durchf iihrt. 

17. Verfahen nach Anspruch 16, 

d a d u r c h 9 e k e n n z e i c h n e t, 

daS man die Bestimmung (a) bei einer ersten MeSwellen- 
lange von ca. 570 nm und bei zweiten MeSwellenlange von 
ca. 505 nm oder (b) bei einer ersten MeSwellenlange von 
ca. 570 nm und bei bei einer zweiten MeSwellenlange von 
546 nm durchf iihrt . 



Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 17, 
d 3 d U r c h -9 e k e n n z e i c h n e t, 

daS die Messung nach einer Reaktionadauer von 0,5 bis 
10 min. erfolgt. 



y 
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19. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet, 
daS man eine Probe bestimmt, die Hamoglobin aus Hamolyse 
enchalc . 

5 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 18, 
dadurch ' gekennzeichnet, 
dafi man eine Probe bestimmt, die vernetztes Hamoglobin 
enthalt. 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet, 
dafi man eine Probe bestimmt, die rekombinant hergestell- 
tes Hamoglobin enthalt. 

15 

22. Verfahren nach einem der Anspruche 6 bis 9 und 20, 
dadurch, gekennzeichnet, 
dafi die Bestimmung als Einpunktmessung bei der Wellenlan- 
genkombination (a) nach elner Reaktionsdauer von 5 bis 7 

20 min oder bei der Wellenlangenkombination (b) nach einer 

Reaktionsdauer von 2 bis 3 min erfolgt. 

23. Verfahren nach einem der Anspruche 6 bis 9, 19 und 21, 
dadurch gekennzeichnet, 

25 dafi die Bestimmung als Einpunktmessung bei der Wellenlan- 

genkombination (a) nach einer Reaktionsdauer von 1-2 min 
oder (b) nach einer Reaktionsdauer von 1 bis 3 min er- 
folgt. 

30 24. Verfahren nach einem der Anspruche 10 bis 13 und 19 bis 
21, . 

dadurch gekennzeichnet, 
dafi die Bestimmung als Einpunktmessung nach einer Reak- 
tionsdauer von 20-90 sec. durchgefuhrt wird. 
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25. Verfahren nach einem der Anspruche 10 bis 13 und 19 bis 



dafi die Bestimmung mit zwei Reagenzien als Zweipunktmes- 
sung durchgefuhrt wird, wobei die Messung des Analytwerts 
0,2 bis 5 min nach Zugabe des zweiten Reagenz durchge- 
fuhrt wird. 



26. Verfahren nach einem der Anspruche 14 bis 17 und 19 bis 
21, 



dafi die Bestimmung mit zwei Reagenzien als Zwe i punk t mes- 
sung durchgefuhrt wird, wobei die Messung des Analytwerts 
0,2 bis 8 min nach Zugabe des zweiten Reagenz durchge- 
fuhrt wird. 

27 . Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 26 , 

d ad urch gekennzeichnet, 
dafi nach der Bestimmung keihe rechnerische Korrektur des 
Analysenergebnisses stattfindet. 

2B . Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 2 7, 

dadurch gekennzeichnet, 
dafi die Bestimmung an einer Serum- oder Plasmaprobe 
durchgefuhrt wird. 

2? . Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 2 8, ■ 

dadurch gekennzeichnet, 
dafi man das Verfahren an einem Analyseautomaten durch- 
f uhrt . 



21, 

dadurch 



gekennzeichnet, 



dadurch 



gekennzeichnet, 
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